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CHO 细胞工程化改造的研究进展
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摘要: 该文综述了 CHO 细胞工程化改造相关研究的最新进展，对 CHO 细胞在调节代谢、抗凋亡和糖基化等方面的工
程改造及应用进行了归纳和总结，提出了 CHO 表达系统应用中可能出现的问题，并对 CHO 细胞表达系统应用前景进
行了展望，以期为后续相关研究提供思路。
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CHO cell engineering progress
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Abstract: In this paper，the latest research progress of summarizes the CHO cells engineering progress was reviewed，we mainly
discussed and summarized the CHO cells in regulating metabolism，antiapoptotic and glycosylation engineering and application，
proposed the CHO expression system applications，the potential problems and prospect of CHO cell expression system applica-
tion was discussed，which was expected to provides ideas for subsequent research．







( BHK) 、杂交瘤细胞( Hybridoma) 、非洲绿猴肾细胞














－ finger nucleases，ZFNs) 、转录激活样效应因子核酸
酶技术 ( transcription activator － like effectors nuclea-
ses，TALENs) 以及成簇的规律间隔的短回文重复序
列 ( clustered regularly interspaced short palindromic
repeats，CＲISPＲ) CＲISPＲ /相关蛋白( CＲISPＲ associ-
ated proteins，Cas) 系统［6］。作为基因编辑的主要手





1． 2 ＲNA 干扰技术
ＲNA 干扰技术( ＲNA interference，ＲNAi) 可以使
特定的 mＲNA 发生降解，从而导致基因表达沉默或
上调现象，分为 siＲNA( small interference ＲNA) 途径
和 miＲNA ( micro ＲNA) 途径，二者均可能导致靶标
生 物 技 术 2019 年





图 1 CHO 细胞工程化改造










细胞工程改造目的进行实验( 图 1) 。






2． 1 CHO 细胞抗凋亡改造
细胞培养过程中会面临营养物耗竭、代谢废物
积累、渗透压增高等外部环境刺激以及细胞程序性




来延缓细胞凋亡具有一定成效［14 － 15］，图 2 展示了
CHO 细胞抗凋亡的基因工程策略［10，16 － 17］。
2． 1． 1 过表达抗凋亡相关基因
细胞凋亡过程受 Bcl － 2 家族蛋白成员的调控:
抗凋亡 Bcl － 2 样蛋白，促凋亡的 Bax 样蛋白以及促
凋亡的 BH3 蛋白［18 － 19］。抗凋亡蛋白的激活和促凋
亡因子的抑制的改造对于延迟细胞凋亡的发生特别
有意义。将抗凋亡基因 Bcl － x L 与 Mcl － 1 在 CHO
细胞内共转染可增强细胞存活和抗体产生［14］。除
了抗凋亡基因，过表达 Aven、Faim、XIAP 和 CrmA 等
基因也延长了细胞培养的寿命［16］。通过在 CHO 细
胞中过表达 X － box 结合蛋白( XBP －1( s) ) ，增强了
细胞抗凋亡能力，使 IgG 的表达量显著提高［20］。此
外，将人造锌指蛋白转录因子在 CHO 中过表达，使
IgG 滴度增加 10 倍［21］。
2． 1． 2 下调促凋亡基因
通过 siＲNA 下调促凋亡基因( 如 Caspase) ，使用
ZFNs 或 CＲISPＲ /Cas9 系统敲除 Bax 和 Bak 基因，也
可提高细胞凋亡抗性［22 － 25］。有研究显示，通过敲除
细胞中 BAX( Bcl － 2 相关蛋白 X) 及 BAK，表达抗体
的产量为改造前的 6 倍［26］。研究者通过构建出 8
号染色体端粒区缺失的缺陷型细胞，改善了细胞生
长与表达，产量大幅提高［27］。








霉素的哺乳动物靶标 ( mTOＲ) 在 CHO 中进行异位
表达，能够提高细胞活率，细胞凋亡抗性和糖蛋白的
比生产率［29］。
图 2 CHO 细胞抗凋亡相关改造［18 － 34］
Fig． 2 Antiapoptosis engineering of CHO cells［18 － 34］
图 3 CHO 细胞代谢相关改造
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2． 2 CHO 细胞调节代谢工程改造
在 CHO 细胞生长过程中，代谢废物的产生不可
避免。由 于 培 养 基 中 存 在 谷 氨 酰 胺 ( Glutamine，
Gln) 和葡萄糖，所以氨和乳酸是重组 CHO 细胞培养
期间最常见的代谢废物，对生长的细胞和分泌的重
组产物会造成不利影响［30］。因此，抑制有毒代谢副
产物的积累也是 CHO 细胞改造的重点。图 3 展示
了 CHO 细胞代谢调节的基因工程策略。
2． 2． 1 降低氨生成的改造
在 CHO 细胞中过表达谷氨酰胺合成酶( GS) 基
因，使得细胞能够在不含 Gln 的培养基中生长，从而
显著减少培养物中副产物氨的产生［31］。此外，鸟氨
酸转氨甲酰酶 ( Ornithine transaminase) 或氨基甲酰









A( LDH － A ) 的 表 达，降 低 了 培 养 物 中 的 乳 酸 含
量［34 － 35］。将酵母丙酮酸羟化酶 ( PYC2 ) 在 CHO 细
胞中 过 表 达，提 高 了 乳 酸 消 耗，延 长 了 指 数 生
长期［36］。




2． 3． 1 CHO 细胞筛选标记的改造
CHO 表达系统主要包括基于甲氨蝶呤 ( metho-
trexate，MTX) 筛选系统的 CHO /dhfr － ，以及基于蛋
氨酸亚氨基代砜( methionine sulfoximine，MSX) 筛选
系统的 CHO K1、CHO － S［37］。ZFNs 技术作为较早
应用的基因编辑技术，已成功应用于 CHO 细胞表达
系统的改造。早在 1987 年，研究者发现对细胞内源
GS 基因利用 ZFNs 技术进行敲除后，使用 MSX 可提
高 GS 系统的基因拷贝数［38］; 除了提高基因拷贝数，
运用 ZFN 技术敲除了 CHO － K1SV 细胞的内源 GS
基因，使稳定细胞株构建的效率提高 6 倍［39］。Sig-
ma Aldrich 公司利用 ZFNs 技术，将 CHO 细胞基因
组中可以作为筛选标记的两种基因分别敲除: 谷氨
酰胺合成酶 ( glutamine synthetase ，GS) 基因和二氢
叶酸还原酶( dihydrofolate reductase，DHFＲ) 基因，得
到了 CHO /dhfr － 缺陷株以及 CHO /GS － 缺陷株［40］。
也有研究报道，利用 ＲNAi 技术成功下调了细胞内
DHFＲ 的基因表达，使抗体的表达量提高 1 倍［41］。
筛选标记缺陷型工程细胞株的商业化应用，使 CHO
细胞在生物制品研发和生产中发挥着重要作用。








强度时发现，CHEF － 1α 启动子产生最高的转基因
表达水平，CMV 启动子在细胞的长期培养期间维持
转基因表达更稳定［45］。利用 CHO 基因组序列信息
设计出合成启动子，其转录强度比 CMV － IE 启动子
高 2． 5 倍［46］。而运用源自 CHO 基因组的增强子
DNA 元件近端增强子 ( proximalenhancer，PE ) 使得
scFv － Fc 生产力提高了 2． 6 倍［47］。此外，也有研究
报道，基质附着区( Matrix attachment regions，MAＲs)
基因在 CHO 细胞过表达可增加外源基因的表达
水平［48］。







2． 4． 1 过表达外源基因改善分泌
通过 PD1 在 CHO 细胞中的过表达，能够提高轻
链和重链的合 成 速 率，使 抗 体 分 泌 速 度 提 高 了 3
倍［51］。将人造锌指蛋白转录因子在 CHO 中过表
达，使 IgG 滴度增加 10 倍［21］。对于难以表达的蛋
白质，研究者将人类信号传导受体蛋白 14 ( SＲP14)
在 CHO 中 过 表 达，促 进 难 以 表 达 的 蛋 白 质 的 分
泌［52］。此外，也有报道指出过表达 Hsp70 或 Hsp40
可促进重组蛋白的折叠与分泌［53］。
2． 4． 2 改善 CHO 细胞分泌的其他改造
研究者在促红细胞生成素( Erythropoietin，EPO)
的 5' UTＲ 中添加 m6A 基因序列后，EPO 滴度提高
了 2． 84 倍［54］。培养条件的变化也可增加细胞生产
203
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率。冷诱导 ＲNA 结合蛋白( cold － inducible ＲNA －
binding protein，CIＲBP) 在 CHO 细胞中过表达，可以
增加重组蛋白滴度。同时，在低温( 30 ～ 33 ℃ ) 下培
养，重组 CHO 细胞对于特异性重组蛋白质生产率提
高了 2 ～ 5 倍［55］。科学家首次报道使用荧光蛋白融
合 IgG 作为分析重组 CHO 细胞分泌的工具的研究，
为后续检测细胞分泌提供较好的方法［56］。除了对
细胞进行基因编辑，ＲNA 干扰也常用于改善细胞生
长。研究发现，miＲ － 7 的消耗导致细胞密度增加
65%，并且细胞分泌的 IgG 蛋白的产量增加 3 倍［9］。
2． 5 提高细胞产量的工程改造
重组蛋白产量与工程细胞的活率与密度有着十分




图 4 提高 CHO 产量方案示意图
Fig． 4 Cell engineering on improving production
2． 5． 1 提高细胞密度
研究者发现，通过 miＲNA － sponge － decoy 可以
对内源 miＲ －378 － 3p 进行稳定消耗，使峰值细胞密
度( VCD) 提高了 59%［58］。将中国仓鼠热休克蛋白
27( HSP27 ) 在细胞中过表达可以将 VCD 提高 2． 2
倍［59］。采用 外 源 基 因 过 表 达 或 基 因 干 扰 均 可 提
高 VCD。
2． 5． 2 提高细胞生产比率
选择性抑制剂化合物直接靶向 CDK4 /6，使细胞
周期 停 滞，提 高 细 胞 生 产 比 率 ( product per cell，
qP) ［60］。miＲ － 744 被为是与降低的生产力相关的
潜在靶标，等运用 CＲISPＲ /Cas9 将 miＲ － 744 前体
序列敲除，能够提高细胞生产比率［61］。另外有研究
指出，在 p21CIP1 ( CDK 抑制因子) 诱导的细胞生长抑
制后，导 致 细 胞 G1 期 停 滞，最 终 生 产 力 提 高
4 倍［62］。
2． 5． 3 延长细胞生长周期
对细胞周期和细胞增殖的控制基于细胞周期蛋
白依赖性激酶( cdks) 的活性。研究表明，将 Cdk1 和
Cdk2 的双敲除导致 CHO 细胞的 G1 /S 细胞周期停
滞，延长了细胞生长时间［63］。将中华仓鼠热休克蛋
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高尔基体中的糖基转移酶和糖苷酶的连续作用在蛋
白质上 发 生 酶 促 反 应，达 到 添 加 寡 糖 的 修 饰 效
果［66］。糖基化对于抗体的影响主要表现为: 抗体依
赖性细胞介导的细胞毒性( ADCC) 和补体依赖性细
胞毒性( CDC) ［67 － 68］。
2． 6． 1 岩藻糖( FUT 8) 基因敲除
研究显示，当去除抗体重链 N － 糖链的岩藻糖
分子后，抗体依赖细胞介导的细胞毒作用 ( antibody
－ dependent cellular cytotoxicity，ADCC) 和补体依赖
性细胞毒性( CDC) 效应将显著增强，抗体的药效将
大幅提升。
目前已经证实，从 IgG1 抗体的 Fc 区中的聚糖
中去除核心 α1，6 岩藻糖，可以提高抗体依赖性细胞
毒性( ADCC) ，现已经成功运用于临床［69］。研究者
利用 CＲISPＲ /Cas9 技术，将 CHO 宿主细胞中 FUT8
基因进行敲除，在不影响细胞表达量和产物质量属
性的前提下，得到了表达去岩藻糖基化单抗的细胞




2． 6． 2 唾液酸化
唾液酸与重组糖蛋白的半衰期和生物活性以及
免疫原性密切相关［72］。将仓鼠 CMP － 唾液酸转运
蛋白( CMP － SAT) 在细胞内过表达可以提高抗体的
唾液酸化［73］。但是外源 CMP － SAT 与宿主细胞的
唾液酸化谱需互相匹配，否则不易实现唾液酸化
改造。
2． 6． 3 半乳糖化
抗体末端半乳糖基化对 IgG 中 Fc 段构象形成
至关重要，它可影响 IgG 的 CDC 活性，半乳糖基化
下降将削弱 CDC 活性。有研究显示，与不含半乳糖
或葡萄糖的补料相比，培养细胞中加入含有半乳糖
的补料，导致单半乳糖聚糖( G1) 聚糖增加 8 ～ 20%，










效，但仍面临着以下问题: 其一，对 CHO 细胞进行基
因改造时，基于 CＲISPＲ /Cas9 技术的靶向效率有差
异较大，同时该技术还存在的脱靶突变的可能。通
过 gＲNAs 或 Cas9 蛋白进行优化及再设计，对解决上
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